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I緒論
食品の変質で最も影響の大きいのは微生物の増殖によるものである.これまでに微生物の増殖を防ぐ手段
として加熱，冷却J，乾燥，それに塩，糖，防腐剤の利用等が考えられて来た.さらに近年，放射線あるいは
ガス保蔵等も次第に実用化されるようになって来ている.これらの方法はすべて食品中に存在する微生物に
対して殺菌的あるいは静歯的作用を有するものとして知られている.ところが，これまでの食品衛生検査法
で用いられて来ている培地では発育出来ず，生菌として取扱われて来なかった細菌の中にも適当な培養条件
を与えてやれば集落を形成して培地上に検出できるいわゆる非致死的損傷菌1)が指摘されたことから食品の
品質管理上これら損傷菌の挙動が注目されるようになった.さらに一方では，食品の各種殺菌処理によって
変異2)をおこす細菌のあることも指摘されている
そこで著者らは食品中に在存する微生物がこのような感作に対して，どのような影響を受けるかを推察す
ることが食品管理上必婆であると考え，今回は比較的高濃度の NaCl存在下における腸球菌の温度感受性に
ついて*ごfの検討を加えたので、報告する.
E 実験材料および方法
1 )材料
実験に供した腸球菌はし、ずれも教室保存株で S.faecalis， S.faecalis var. liquefaciensそれに S.fae. 
cium (A)， (B)の4菌株を用いた.
培地はグノレコースブイヨン(1%グルコース， 1%ベフ・トン， 0.5%酵母エキス， 0.5% NaCl， pH 7.0土
0.2)を基本培地として用い，試験にはこの中トJaClの濃度を6，9%t乙変えたものを用いた.
2 )方法
先ず4菌株をグルコースブイヨン(lOml)に接種し 350C，12時間の振とう培養を2回くり返したもの
を供試菌液とした.
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次にこの菌液を滅菌生理食塩水で希釈して1.0X 106個ずつ試験用培地に接種した.これを350C，150C， 
OOC中で振とう培養すると共にアセトンードライアイス中で凍結後、 -200Cに保持して生菌数ー集落の形
態およびNaN3に対する感受性について経時的に検討した.
生菌数は栄研化学製の標準寒天培地を用いて平板培養法3)に従って浪u定し， NaN3に対する感受性は，腸
球菌の発育の程度を測定することによって検討した また発育の程度は 600nmでの潟度の測定によった.
電子顕微鏡による観察は白金 パナジウムでシャドーイングを行なって処理したのち，日立のHU12-A
型の電子顕微鏡を用いて，倍率10万倍で観察した.
E 実験結果
1 )生菌数の変化
NaClの濃度が0.5%のものを対照として， 6， 9%の NaCl存在下で培養した時の生菌数の変化を，培
養温度を変えて測定した.
その結果， 350Cの場合，対照、に比べて 6%のものは Lagphaseが3時間まで延長され， 10時間後をとっ
てみると ，S. faecium (B)が最も発育が良く，他の3株は発育はおそくなる傾向を示した(Fig.1). 9% 
のものは S.faecium (A)だけは次第に菌数が減少してゆく傾向を示した.その他の 3株も予告育はかなり
抑制され， Lag phaseも241時間まで延長された.
『
?
????
??
?
?
?
?
2.0 6% 
2.0 0.5% 
hrs 
Fig. 1. Growth curves of enterococci at 350C. 
ムーー ，S. faecalis 
一口一，S. faecalis var. liquefaciens 
-0ー，S. faecium (A) 
-xー ，S. faecium (B) 
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Fig. 2. Growth cu町田 ofenterococci at 150C. 
ムーー， S. faecalis 
一口一， S. faecalis var. liquefaciens 
-0-， S. faecium (A) 
-xー， S. faecium (B) 
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Fig. 3. Growth cu町田 ofenterococci at QOC. 
ムーー .S. faecalis 
一口一.S. faecalis var. liqu宅faciens
-0ー， S. faecium (A) 
-x一.S. faecium (B) 
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Fig. 4. Survivor curves of enterococci at _2QoC. 
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ムーー ， S. faecalis 
一口一， S. faecalis var. liquefaciens 
-0ー ， S. faectum (A) 
-xー， S. faecium (B) 
150Cの場合は，全体的に発育は悪くなり， NaClの濃度を6%にすると， S. faecium (B)以外は72時
間後においてもはじめの接種菌量とほとんど変化がみられなかった.さらに9%にすると，はじめの接種菌
量より減少する傾向を示し，中でも S.faecalisはその傾向が著しく， 96時間後には，はじめの
約50%まで
減少した(Fig.2). 
さらに温度を下げて， OOCにした場合， NaClの濃度を6%にすると S.faecium (B)は10日目までは，
はじめの接種菌量と変らないが，その他の3株は4日目頃から次第に生菌数が減少した(Fig.3)
.
次にアセトンードライアイスで凍結したのち， -20oC に保持すると 2段階にわたって減少した
.対照で
は S.faecalis > S.faecium (A) > S.faecalis var. liquefaciens = S. faecium (B)の順に減少した.
6%ではこの傾向は一層明らかとなり S.faecalis > S.faecium (A) > S.faecalis var. liquefaciens 
> S.faecium (B)の順に減少した (Fig.4). 
2 )集落の形態
以上のように比較的高い濃度の NaClが存在すると，発育が抑制される (Fig.1-2)か，あるい
は死滅し
てゆく傾向 (Fig.3-4)を示す.
この場合生菌として取扱ったものの中にも何らかの損傷を受けたものも混じっていることが考え
られる.
特に350Cという腸球菌の至適発育温度において，しかも S.faeciumは腸球菌の中で最も耐熱
性がある引
とされているが， この S.faeciumの中でも株によっては NaClの濃度を9%にすると死滅してゆく傾向
を示すもの (S.faecium A)があることから，本菌株を選んで 6%NaCl存在下における集落の形態を観
察した.
その結果， Plate 1に示すように， 350Cおよび150Cで培養した場合，腸球菌の典型的な集落で
あるソロ
バン球状の集落と共に Rough形の集落がみられた.しかし OOCあるいは凍結した場合には35
0C，150C 
の場合程，顕著な変化はみられなかった.恐らくこれは集落形成能のあるものと無いものの差が
一層顕著に
なり，集落形成能のあるものはほぼ正常な状態で生残し，それ以外のものは死滅したかあるいは
使用した培
地では集落を形成出来ない，いわゆる非致死的損傷菌れであった為にこのような結果が得られた
ものと考え
られた.
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Plate 1. Colonies of S. faeclU1η (A) which cultured at 350C (1) ancl 
150C (l) in the presence of 6% NaCI. 
3) NaN3に対する感受性
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次にこれらの RoughI診のit絡が NaN3に対して感受性をわするか否かを検討するために， 0 ~0. 1%の
濃度の NaN3 にあIする発育の状態を検討した (Fig.5). 
その結果、 350Cでは対照よりもやや発育は惑いが現在脇球歯倹査用地地として市販されている SF培地
に含まれている0.05%の波度の NaN3にも十分耐えることが判った.しかし OOCあるいは凍結したもの
は僑本引の挺案した分凝用縫定府地に含まれている0.02%にも影響を受け.NaN3 tL対する感受性が非常に
IUIくなっていることが判った
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Fig. 5. [nAllence of NaN3 on enterococci. 
ムーー ， at -20oC， 6% NaCI 
一口一， at OOC， 6% NaCI 
-0-. at 350C‘6% NaCI 
- xー ，at 350C， 0.5% NaCI (control) 
4 )電子顕微鏡による観察
以上述べて来た ROllgh}診の集滋の的体の形態について電F顕微鋭で観察した結果，
Plate 2に示すよう
に.いす.れも双球あるいは述鎖状の球菌で正常な!湯球菌と形態上は変化が
みられなかった.
Plate 2. Electron microscopic forms of S. Jaecium (A) which clltl
red 
at 350C in the presence of 6% 1、/aCI，x !OO，OOO 
• 
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N芳察
食品の加工，貯蔵のための種々の物理的，化学的処理はその中に存在する微生物に対して，多かれ少なか
れ何らかの感作を与えていることが推察されるので，今回，比較的高い濃度の NaCIが腸球菌に与える影響
について検討した.その結果， NaClの濃度が9%以下では350C>150C>OOCの順に発育が良く，発育の
温度依存性を良く示していた.また菌株間の差をみると， 350Cの場合 S.faecium (B) > S.faecium (A) 
> S. faecalis=S. faecalis var. liquefaczensの順に発育し， 150Cでは S.faecium (B)は次第に発育す
る傾向を示したが，それ以外のものは，はじめの接種菌量とほとんど差がみられなかった.さらにOOCでは
S. faeczum (B)以外は生菌数が減少し死減してゆく傾向を示した.腸球菌の中でご).faeciu聞は耐熱伎
が強く 4) またミソの中からも検出されたという報告別もあり種々の感作に対する抵抗性が最も強いとされ
ていることからも全体を通じて， S. faecium (B)が生残性を最も強く示したことはうなづける.しかし
同じ S.faeciumでありながら， A株と B株とではかなり低温における発育および生残性に差があった.一
方，島崎7)は水中における腸球菌の生残性について検討し 200C.50Cにおける井戸水および海水中では
7日目までは S.faecaLisおよびその変種である S.Lzquefaciens， S.zymogenesは，はじめの接種菌量を
保つが， S. faeciumと S.duransは約1.0x101倍位菌数が下ってくると報告しているので，このような
不一致点についてはさらに検討を要する.
NaCIの濃度を 9%にすると. 6%以下の場合とは大部様子が異なり.350Cでは S.faeci14m (A)だけ
は死滅してゆく傾向を示し，残りの3株は発育する傾向を示した.
150Cでは S.faecaLisが最も速く死滅してゆく傾向を示した.
一方，アセトンードライアイスで凍結した後. -20oCに保持すると，速度の異なる 2種類の一次反応に
従って 2段階にわたって死滅してゆくことが判った.中でも S.faecium (A)および S.faecalisはそ
れが明らかにうかがわれた.そこで，第1段階の速度を k!.第2段階の速度をんとして， klr むを(1)式
により求めた (Table1). 
dN/N， ん，k2=三三L一旦(hr.-1) (1) dt 
(この時の NjNoは接種直後の生菌数 CNo)に対するその後の生菌数 (N)の変化量を，また tは培養時
間を表わす。)
Table 1. Kinetics of extinction of frozen injured enteroc∞Cl. 
!一一土竺1_)._ __1_止 1)
0.5男~ 6% 0.5% 6% 
ー 5.4x10-aS.舟Malis i2.5X103l(4.1X貯 4)! 2.3xlO-4 1.4x昨 4
6.2xlO-4 S. faecalis var. liquefacience 一 i (4:ï~îO-4) 
3.1 xlO-a i 
(4.1xlO-4) I 
S. faecium A 1.5x10-a 1.6xlO-4 
S. faecium B 
( ) ; stored at OOC 
この表から判るように. 凍結した場合 NaCIが0.5%の時についてみると S.faecaLlsの k!=2.5x
lO-a， k2=2.3x10-4でんはねの約10倍.S. faecium (A)はん=1.3x10-a，k2ヰ 0，6%についてみ
ると S.faecaLisはん=5.4x10-a，k2=1.4xlO-4でんはんの約38倍 S.faecium (A)はん=
3.1x10-a，ll2=1.6xlO-4でんはんの約19倍といずれも凍結による死滅は k!に大きく依存しているこ
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とが判った.また， NaClの濃度が0，5%の|時のんに対する 6%の時の k1の比を取ってみると，約 2.4
となる.さらに6%の NaCl:存在 Fにおいて， OOCに保持した時のんに対する凍結したl埼のれの比を
取ると，S. faecalisは14，S. faecalis var. liquefaciensは15，それにふ jaecium(A)は7.5である.
これらの結果から，温度が一定の場合， NaClの濃度を0.5%から 6%にした時の死滅してゆく速度の比
(2.4)よりも NaClの濃度を一定にして，温度をOOCから凍結温度(約一600C)にした時の速度の比 (7.5
~15) の方が約 3~7 倍大きくなることが判る.すなわち， OOC以下に保持した場合，死滅に影響する要因
はNaClの濃度変化よりも温度変化の方が大であることが判った
凍結，乾燥あるいは浸透庄ショッグ 8)はいずれもこれらの処理の過程において細菌に致命的なショックを
与えることが知られているむ 10) その主な原因は①細胞内外での氷品の形成による細胞破接11)，②細胞膜の
透過性の増大12)，③各種の代謝障害13)....15)， ④脱水による塩煩の濃縮16)による障害が挙げられる.凍結一融
解にしても凍結乾燥 復水にしても，これらの考えられる原因はj単独で作用するのではなく，すべて連鎖反
応的に生じて細菌を死に主らせる.
今回の試験で、は，まず高温域 (350C)においては NaClの高い濃度による浸透庄の取加，それに伴なっ
て脱水，塩煩濃縮による細胞内の自由水の減少による代謝障害が引きおこされることが考えられる.また低
温域 (OOC以下〕では NaClによる複類模縮もさることながら， NaClの濃度変化による浸透圧の変化より
もむしろ温度変化によって，氷品の形成に伴なう細胞の破嬢，塩頬濃縮，代謝障害等が原因となり，死I乙至
る過程の方が速度論的解析からより大きな要因であると考えられた.
また6% NaCl存在下でOOCあるいは凍結した S.faecium (A)は NaN3に対して強い感受性を示し
た.この結果からも，温度変化あるいは浸透圧変化によって最終的には代謝障害に至ることが判る
以上述べて来たことをより普遍的なものとするためには，NaClの濃度，温度，菌種あるいは菌株数等に
ついてもっときめの細い検討がなされなければならない また今後は凍結を考える場合融解による影響も考
慮されなければならない.
これらの点については今後の検討を待たなければならない.
V 要 約
食品の加工，貯蔵のための物理的，化学的処理に伴なって，食品中に存在する微生物がどのような影響を
受けるかを推察する目的で，今回は腸球菌を用いて比較的高い濃度の NaClの存在下における温度感受性を
検討した.その結果，①低温域 (OOCUド)では死滅を律速する要因は NaCl濃度変化よりもむしろ温度変
化に大きく依存することが判った.
②低温域における腸球菌の死滅は速度の異なる 2種燥の一次以応から成り.んに依存することが判ったー
③低温処理した S.faecium (A)は NaN3に対して強い感受性を示した.
本研究を行なうに当り，御協力L、ただいた岡田正和教授，[11村述堂助教授に深謝する.
なお，本研究の'ii1lはj:{i24[且|日本食品衛生学会(昭和17年，秋田〉においてた表した.
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SUMMARY 
The influence of sodium chloride On the growth of enterococci (8. faecium A and s， S. faecalis and 8. faecalis var. liquefacience) has been examined. 
The rate of extinction depended on the temperature more than on the sodium chloride concentration and a kinetic mechanism which qualitatively accounted for the observed behavior was discussed under the lower temperature zone (below OOC). 
The reaction consisted from two kinds of velocities (ん andkz) and depended on k1 grately. 
Cold. and frozen.injured 8. faecium (A) in the presence of 6% sodium chloride was influenced by sαlium azide. 
